
第三節 プ ロテ アーゼ 阻害蛋 白質(SSI)を コー ドす るsgiAの 取得 と解析

2.1.3-1背 景 と 目的

sprT、sprUの 機能 につ いては、遺伝 子破 壊に よ り解 析 を行 ったが、二次代謝、形態分化 とも

に変化 はみ られ なかった。 また、同 じよ うにAdpAの 標 的遺伝子 と して同定 され たキモ トリプ

シン型分泌プ ロテアーゼ をコー ドす るsprA、sprB、sprDに ついて も遺伝子破壊 で形態分化 に関

す る形 質は観 察 され ていない。一方 、放線 菌は多数の分泌 プ ロテアーゼを生産す ることが知 ら

れ てお り、単一 、 もしくは数種の プ ロテアーゼの欠損 では他 のプロテアーゼに よ りその形質 は

隠 され て しまっている ことも考え られ た。 プログラム細胞死の1つ と称 され るBacillus subtilis

の胞 子形成 において、母細胞 を溶解す るオー トライ シン遺伝子群(cwl)で は、1つ の遺伝子破

壊 では形質の変化 は見られず 、2つ の遺伝 子破壊では じめて母細胞 の溶解が観察 されな くなる、

とい う報 告 もあ る(Lewis et al., 2000)。 そ こで 、 今 度 は放 線 菌 自身 が 生 産 す る分 泌型 プ ロテ ア

ー ゼ 阻 害 蛋 白 質
、SSIフ ァ ミ リー 蛋 白質 に 注 目 した。SSI(Streptomyces subtilisin inhibitor)は

streptomyces albogriseolus S-3253か ら最 初 に発 見 され た、 染色 体 に コー ドされ るプ ロテ アー ゼ 阻

害 蛋 白質 で あ る(Murao et al., 1972;Obata et al.,1989)。SSIは ダ イ マ ー を形成 し、 アル カ リ性 セ

リン プ ロテ アー ゼ を強 く阻 害 す る。SSI様 蛋 白質(SIL、SSI-like protease inhibitors)は 様 々 な

Streptomycesか ら発 見 され てお り、SSIフ ァ ミ リー を形 成 して い る(Taguchi et al, 1994; Taguchi,

1995b; Taguchi et al., 1997)。Streptomyce属 に 広 く保 存 され て い る 蛋 白質 で あ る こ とか らも 、そ

の 生 理 的機 能 には 何 らか の重 要性 が あ る と推 測 され る。

阻害蛋 白質 は標 的 となる多数 の分泌型 プロテアーゼの活性 を抑制す るため、阻害蛋 白質 の欠

損株 、 または過剰発 現株 は分泌プ ロテアーゼに関係す る形質 が強 く表れ ることが予想 され る。

本節 では、阻害 蛋 白質の発現解析 とともに これ らの株の作製 ・解析 を行 うことによって分泌 プ

ロテアーゼの機能 を調べ るこ とを 目的 と してい る。 このアプ ローチは まず、研 究 開始 当初 に全

ゲ ノム情報 が明 らか になってお り、SSIフ ァ ミ リー蛋 白質 をコー ドす る遺伝 子 をデー タベ ース

か ら取得す る ことができたS. coelicolor A3(2)を 用 いて行 った。本研 究の流れ か らすれば最初か

らS. griseusでSSIフ ァ ミリー 蛋白質の解析 を行 うのが 自然な流れで あるが、S. griseusで 解析を

行 うのは困難な点があ り(後 述)、 先 にS. coelicolor A3(2)を 用いて行 った。 その後、醗酵学研 究

室独 自に推進 され たS.griseusの ゲノム解析 も進み、 このゲ ノム情報 を利用す ることでS. griseus

で も研 究を開始 した。最初に2.1.3aの 項でS. coeltcolor A3(2)に ついて、次に2.1.3bの 項でS. griseus

について述べ る。
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2.1.3a  S.coelicolor A3(2)に お け るSSI遺 伝 子 の解 析

2.1.3a-II 結 果

S. coelicolor A3(2)の ゲ ノムデ ー タベ ー ス を利 用 したSSIホ モ ロ グの探 索

S. coelicolor  A3(2)の 全 ゲ ノ ム は2002 年に解読終了が報告 された (Bentley et al., 2002)。 S.

coelicolor A3(2)はStreptomyces で も最 も遺伝学的研 究が進んでいる種であ り、 この報告 は

Streptomycesゲ ノ ム解 読 の初 めて の 例 で あ った。 このゲ ノムデー タベー スを利 用 し、SSIと 相 同

性を持つ蛋白質を探索すると、SCO0762とSCO4010の2つ のSSIホ モ ログが 見 い だ され た。

これ らはそれ ぞれ、SCO0762がSSIと70%、 SCO4010は43%の 相 同性 を示す ものであった。

SCO0762に つ い て は、 生 化 学 的解 析 に よ りS. coelicolor Muller ISP5233株 か らSIL-3と 命 名 さ

れ たSSI様 プ ロテアーゼ阻害蛋 白質が精製 され ていた (Taguchi et al., 1994)が 、SCO0762はSIL-3

と3ア ミノ酸異な るのみでそれ以外のア ミノ酸配列 は一致 していた。 この違いは、SCO0762の

78番 目 の ア ラ ニ ンがSIL-3で は ア ス パ ラ ギ ン酸 、 97番 目の グルタ ミン酸がアスパ ラギン酸、99

番 目のセ リンがア ラニ ン、 とい うよ うなア ミノ酸置換 であ ったが、阻害活性に影響するもので

は な か った 。 した が って 、 SCO0762とSIL-3はS. coelicolor に共通 したSSI様 プロテアーゼ阻

害蛋 白質で あ り、ア ミノ酸の違 いは株の違 いによるものであると考 え られ る。図2.1.3a-1にSSI、

SCO0762、SCO4010の ア ミノ酸 ア ライ ンメ ン トを示 した。SSIは 分 泌 蛋 白質 で あ りN末 にpre-pro

配列 を持つ が、培養液から精製された SSIのN末 端は32番 目のア スパ ラギン酸であったこと

か らこの残基が成熟蛋白質の開始部位 と考えられる。ま た 、Signal Pプ ロ グ ラム に よ り予 測 さ

れたSSIの シグナルペ プチ ダーゼ による切断部位は28番 目のア ラニンと29番 目のア ラニンの

間 で あ り、 こ こがpre配 列 とpro 配列の境 界にあた ると考え られた。SCO0762に つ い て は 、成

熟 体 はSIL-3と 同 じ38番 目の チ ロシ ンか らで あ り、 pre配 列 とpro配 列 の境 界 はSignal Pプ ロ

グラムか ら35番 目のア ラニ ンと 36番 目のセ リンの間であ ると考 え られた。 なお、構造維持に

よってSSIの 活性 に寄 与す る、ジスルフィ ド結合 を形成す る102番 目と132番 目のシステイン、

C末 端と塩橋を形成する 60番 目のアル ギニンはSCO0762 で保存 されていた。

SCO4010に つ い て は 、 上で述べ たよ うにSSI との相同性 は低か った。 さ らに 、 ジ スル フ ィ ド

結合を形成する 102番 目 と132番 目の システ イ ンは保存 されていた ものの、C末 端 との塩橋形

成 に必要 な60番 目のアル ギニ ンは グリシンに置換 され ていた。 これ らの高次構造維持のための

残基は単に蛋白質の構造維持 とい うだけでなく、SSI自 身が プ ロテアーゼに よって分解 され る

ことな く耐性 を維持 しつつ、プロテアーゼ活性の阻害を行 うとい うSSIな らではの役割 もあ り、

活性 に必須で ある。 この こ とか ら、 SCO4010 はプ ロアーゼ阻害活性 を示 さないか、 または非常

に微弱 であることが予想 された。 図2,1.3a-2にSCO0762とSCO4010周 辺 の遺伝 子構 成 を示 す 。
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図2、1.3a-1S.coelicolor A3(2)こ お け るSSI様 蛋 白質の ア ミノ酸 ア ライ ン メ ン ト

SSI(S.albogrisgolus S3253由 来)とS.coelicolor A3(2)ゲ ノ ム情 報 か ら見い だ され たSSI様 蛋

白質SCO0762お よ ぴSCO4010の ア ミノ酸 配列 を 比較Lた 。● はC未 端 との 塩 橋 形成 に よる

構 造維 持 に 必 要 と され る ア ル ギ ニン残 基を 示す,★ は ジスル フ ィ ド結 合に よ り構 造 を維 持 す

る の に 必要 な シ ス テイ ン残 基 を 示す 。SS1お よ びSCO0762の 成 熟 型(mature)配 列 のN末 端

は 矢印 で 示 した(SCO0762に つい て けSIL-3を 参 考に した)。 ▼ で反 応 部 位 を 示 した。 反応

部位 周 辺 の ア ミ ノ酸 配 列 に は 多様 性 か あ る(Tagucbi,1995b)。Sigoal Pプ ロ ゲラ ムに よ り 予測

され たSS1お よびSCO0762のpre-pro配 列 の 境 界 を それ ぞれ ▼ お よび▽ で 示Lた 。

図2.1.3a-2SCO0762お よ びSCO4010周 辺 の遺 伝 子構 成

周 辺 の 遺 伝 子の 位 置 と 方向 を 矢 印 で示 した 。 周 辺 のORFと の ホ モ ロジ ー は 、SCO0760:

methyltransferase、SCO0761:unkDown Protein、SCO0763: oxidoreductase 、SCO0764: hydrolase.

SCO4007: integral membrane protein、SCO4008: TelR  family regulatory Protein SCO4009:

bifuncrional protein、SCO4011:  integral memhrane PrOteinで あ る 。
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SCO0762お よびSCO4010の 転写解析

以 上によ り、SSL様 プロチアーゼ阻害蛋 白質 と してSCO0762とSCO4010を ゲノムデー タベ

ー スか ら見 いだ したが 、実 際生 体内で発現 してい るか否かは不明であ る。そ こで転写 を調 べる

ことによ りこれ らの蛋 白質 を コー ドす る遺伝子の発現 を調べた(図2.1.3a-3)。 酲 酵学研究 室で

標準的 な株 と して用 いてい るS. coelicolor A3(2)のMl 30株 をプ レー ト培地で培養 し、24時 間(基

底菌糸)、48時 間(基 底 菌糸および気中菌糸)、72時 間(気 中菌 糸および胞子)培 養菌体からRNA

を抽 出 してSlマ ッピング法に よ り転写解析 を行 った。その結 果、SCO0762は 培養 を通 じて非

常に強 い転 写を示 したが、5C04010は24時 間では転 写が 見 られず、48時 間以降で弱い転写 を

示 した。

図2.1.3a-3 S1マ ツビング法に よるSCO0762お よび3CO4010の 転 写解析

S. coelicolor A3 (2) M130をTSB固 体 培 地 上にお い て30℃ で 培 養 した。 培 養24、48、72時 間

で菌体 を回収 した。hrdBは 恒常的 に発現す るシグ守因子でRNA量 の コン トμール であ る。

SM; 甚底菌糸、AM: 気 中菌糸、SP: 胞子、を示す.

SCO0762に ついては高解 像度のS1マ ッピング法に よ り転写 開始点を決 定 し、翻訳開始点 よ

り64bp上 流のGで あるこ とが判明 した(図2.1.3a-4)。 プロモ ーターを調 ベると、-35お よび-10

領域 が通常の スペーサー長 であ る17bpの 間隔で見 られ た。SCO4010に ついては後述 の遣伝 子

破壌解析に より偽遭伝子である ことが 予想 され たので転写開始点は決定 していない。
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図2.1.3a-4 高解像度Slマ ッピンダ法によるSCO0762の 転写開始点決定

下にプ ロモー ター周辺の塩基配列 を示 し、転 写開始点、-35お よび-10領 域 、翻訳 され たN

末領域 ア ミノ酸配 列を示 した。

SCO0762お よびSCO4010遣 伝子破 壌株の作製 とその 型質

SCO0762お よびSCO4010の 機 能 を調べ るため、遺伝子破壤 株を作製 した。SCO0762は 薬剤

耐性遺伝 子で置換 す ることによ り遺伝子破壤 を行い、SCO4010は イ ンフ レーム欠失株 を作製す

ることに よって遺伝 子破壤 を行 った(図2.1.3a-5お よび図2.1.3a-6)。 作製 した遺伝子破壤株 お

よびM130株 をスキム ミル ク添加 のプ レー ト培地 で培養 し、スキム ミルクが分解 して形成 した

ハ ロを観 察す る 二とに よっ て分泌 プ ロテ アーゼ活性 の増減 を調 べた(図2.1.3a-7)。 す ると、

SCO0762破 壤株(ASCO0762株)で は大きなハ ロの形成 が見 られ たが、M130株 お よびSCO4010

破壤 株(ASCO4olo株)は72時 間たって もハ ロが見 られ るほ どの分泌 プロテアーゼ活性は 見ら

れなか った。 この こ とは、SCO4010で は構造維持に必要 な残 基 が保 存されてい なか った こ と、

お よび転 写量が非常 に少 なか った ことに由来す ると考え られ る。SSl様 プロテ アーゼ 阻害蛋白

質 と して主要な ものはSCO0762で あ り、SCO4010は 少な くとも生体肉 でSSl様 プロテ アーゼ

阻害蛋 白質 としての働きはほぼ ないに等 しい と結論づけた。
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図2.1.3a-5 SCO0762遺 伝 子破 壊 株 の 作製

(A) SCO0762遣 伝子破壊 のスキー ム。B. BamHI; E. EcoRI; H. HindIII; X, Xbalの 制限酵 素サイ

トを 示す。(B)サ ザンハイ ブ リダイゼー シ ョンに よ る遺伝 子破 壊の確認。BamHI-HindIII処 理

した染色体に対 してprobe 1、BamHI処 理 した染色体 に対 してprobe2を 用いた。 レー ンI:

Ml30株 、 レー ン2: SCO0762遺 伝子破壊株

図2.1.3a-6 SCO4010遺 伝子破壊株の作製

(A)SCO4010遺 伝 子破壊のス キーム。B.BamHI;F.,EcoRI;P,Psrlの 制限 酵素サイ トを示す。(B)

サザンハイ ブ リダイゼー シ ョンに よる遺伝 子破 壊の確認。EeoRI-Psrl処 理 した染色体に 対 し

てprobe3、probe4を 用い た。レーン1: M130株 、レーン2:1回 組 みか え体、レー ン3:SCO4010

遣伝子破壊株
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図2.1.3a-7 スキム ミル クプ レー トによるプ ロテアーゼア ッセイ

Bemett培 塩にスキム ミル クを0.7%添 加 した固体培地上で30℃ 、48時 間培養 し、撮 影 した。

プ ロヂアーゼ活性 をスキムミル クの分解 に よりできるハ ロによって検 出 した。

さらに、Ml30株 とΔSCO0762株 の分泌 プロテ アーゼ活性 を合成基質 により測 定 し比較 した。

転 写解析 を行 なった際 と同様にMl30株 とΔSCO0762株 を培養 し、菌体を除いた後プ レー トか

ら蚤 白質 を抽 出 してその プ ロテアーゼ活性 を測 定 した。 合成基質は キモ トリプ シンに よ り分解

され るN-succinyl-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilide (AAPF)と トリプ シ ン に よ り分 解 され るN-

benzoylarginine p-nitroanilide (BAPNA)を 用いた。 キモ トリプシン活性 、 トリプシ ン活性 ともに

ΔSCO0762株 では定常 期に入 ると顕著に 上昇 したが 、親株 のM130株 では培養後期に なって も

活性の 上昇 は見 られ なか った(園2.1.3a-8)。 同時に 生育を調 べ ると、全体 と して△SCO0762株

の菌体 量が多か ったが、 これ は△SCO0762株 では分泌 プ ロテアーゼ 活性が 上昇 してい るた めに

よ り栄養 を取 り込みやす くなった結 果 と考え られる。 トリプシンお よびキモ トリプ シン活性 は

培養 後期 で 上昇 しているが 、スキム ミル クプ レー トを用 いたア ッセイでは栄養増殖の時期 に も

かな り分泌プ ロテ アーゼ活性 の増加 が見 られ て いる 二とか ら矛賃 しない。 また 、液体培養 した

際に もこの 生育の差は見 られ た。なお 、過剰発現の項 で も触れ るが、SCO0762の プ ラス ミ ドを

用い た発現は うまく機能せず、相補実験は できなかった。
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図2.1.3a-8合 成基質 によるプロテアーゼ活性測定

TSB固 体培地において30℃ で培養 し、培地中のプロテアーゼ活性を合成基質を用いて測定

した。(A)生 育、(B)キ モ トリプシン活性。(C)ト リプシン活性。 材料 と方怯 を参照。

形態分化に つい ては 、TSB培 地、R2YE. Bennelt 培地の炭素源を種ヶ変えたもの、最少培地

の炭素源を種 々変えた もの.と いったS. coelicolor A3 (2)で 用い られ ろ様々な培地 でMl30株 お

よび△sc00762株 、 △sc04010株 のそれ ぞれを培養 して観察 した。 しか しなが ら、形態分化 のタ

イミングや形成 した気中菌糸 ・胞子の状態に差に見られなかった。

SC00762過 剰 発 現 株 の 作 製

遺伝子破壊 とは逆に、SC00762を 過剰発現することで分泌プロテアーゼ活性を抑えた場合の

形態分化へ の影 響を調べた。SC00762を 自身の プ ロモーター 、hrdBプ ロモ ーター、melcブ ロ

モー ター につな ぎ、低 コピーベ ク ターおよび高 コビーベ クター に組 み込む ことで様 ヶなタイ ミ

ング、発現 量でSC00762が 発現す るプラス ミドを構 築 した(data not shown)。 これ らをMl30

株に形質転換し、SC00762が 発現 しプロヂアーゼ阻害活性を発揮 しているかをスキムミル ク入

りのプレー ト培地で調劇べた。 しかし、いずれの場合 も分泌プロテアーゼ活性に差は見られず、

何らかの原因に よって発現が組害 されていた、転写 レベルでの阻害 も考えられ るが、SC00762

は分泌 ・プロセッシングを経て活性体になる蛋白質なので、コどー数が変わると翻訳後の分秘 ・

プロセシングに問題が生じるのではないか と考えている.
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2.1.3a-III討 論

S.griseusに お いて形態分化 を制御す るA-フ ァクターによ り複数 の分泌 プロテアーゼが発現制

御 され るこ とがわか り、そ の生理 的機 能 と して菌糸分解 を介 した形態分化への 寄与が考え られ

た ことに端 を発 した研 究で あった。 また、S.albogriseolusで 取得 されたSSI欠 失 変異株 は形態

分化能 を失 っていた ことか らも、分泌プ ロテ アーゼ の制御 と形態分化 には何 らかの関係 があ る

と考え られ た(Taguchi et al.,1995a)。 菌糸分解 を介 した形態分化への寄与はStreptomyces全 般

に見 られ る ものであ ると考 え、 また染色体上 にコー ドされ る全てのSSI様 プ ロテアーゼ阻害蛋

白質につ いて調べ る ことがで きたのは 当時3.coelicolor A3(2)の み であったため、S.coelicolor

A3(2)を 用いてこの研 究を開始 した。S.coelicolor A3(2)は2つ のSSI様 プ ロテ アーゼ阻害蛋 白質

を持 ち、SCO0762が 強 く発現 しプ ロテ アーゼ活性 を抑制 してお り、SCO4010は 発現が弱 くア ミ

ノ酸 の保存性か らも偽 遺伝 子 である と予想 され た。 この遺伝子 の破 壊、 または過剰発現 によっ

て形態 分化 に何 らかの影 響が見 られ る ことを期待 していた が、行 った限 りの実験ではそ のよ う

な影響 を見い だす ことはで きなか った。 そ もそ もS.coelicolor A3(2)に おいて分泌プ ロテアーゼ

は形態分 化に強 い寄与 は持 ってい ないのか もしれ ない。 しか し一方 、分泌型 の トリプ シンお よ

び キモ トリプ シン活性 を調べ た結果 、△SCO0762株 で も栄養 増殖 を終 えた定常期 以降で活性が

上昇 していた。 分泌 プ ロテ アーゼは一般 に菌の周 囲の栄養分 を分解 し、栄養摂 取 ・増殖 を行 う

ため に利用 され てい るが、 すでに周囲の栄養 はほ とん ど使 い果 た した と考え られ る定常期以降

での活性 上昇は これ と矛 盾す る。 また、M130株 では これ らのプ ロテアーゼ活性 は栄養増殖期

のプ ロテアーゼ活性 とともにSCO0762蛋 白質に よって低 く抑 えられ たままで あ り、 自身が生産

す る分泌 プ ロテアーゼ と阻 害蛋 白質の制御 関係 は何 らかの生理的な重要性 を示す 、興味深い も

ので あった。 実験室で行 ってい る培 養条件等や我 々が用いてい る観察方法 では見いだせ な いよ

うな形質 を示 しているのか もしれ ないが、現在 のところその意義は不明である。
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2.1.3a-IV材 料 と方 法

菌株及び培地組成

[菌株]

Streptomyces coelicolor A3(2)MI30株:Strepeomyces coelicolor A3(2)の 標 準 株 と して用 い て い る

株 。

[培地]

TSB培 地:ト リプ トソー ヤ ブイ ヨン(ニ ッスイ)を 添付 の記 載 に従 い蒸 留水 に とか した もの。

そ の他 、Sstreptomyces coelicolor A3(2)培 養 のた めの 各種 培 地 はHopwoodら の マ ニ ュア ル(Kieser et

al.,2000)に よ っ た。

S1マ ッピング法による転 写解 析

TSB液 体培地で3日 間前培養 した菌体 を新鮮なTSB培 地で洗い、ホモ ジナイ ズ した菌体 をセ

ロハ ンをひいたTSB固 体培 地に植菌 し本培 養 ・菌体 回収 した。RNA抽 出はRNAqueous-Midi

(Ambion)を 用 い て 行 った(菌 体 破 砕 を ソニ ケ ー シ ョ ンを 用 い て 行 った 以 外 は 添 付 説 明 書 にて

つ て 行 っ た)。S1マ ッ ピ ン グ法 は 前 章 ま で と 同 じ方 法 で あ る。hrdBの 転 写 はhrdBc-F(5'-

GGCCGCAAGGTACGAGTTGATGACCTTGTTTATCC-3',-279 to-243)とhrdBc-R*(5'-

AGGCCCGACGCACGTCATCGCCGGCGATCTGCCCC-3',+121 to+87)の プ ラ イ マー の 組 み 合 わ

せ(*の プ ライ マ ー を32Pラ ベ ル した)に よ るPCRを 用 い て 作製 した プ ロー ブ を用 いて 検 出 し

た 。SCO0762の 転 写 はSCO0762-F(5'-CACCATACCCGCGAGTATGC-3',-256 to-237)と

SCOO762-R*(5'-TGGCCGTCAGGCCCAGAGTCGCTGCCCAGC-3',+110 to+91)の プ ラ イ マ ー

の組 み 合 わせ に よ る プ ロー ブ を用 い 、 高 解 像 度S1マ ッ ピ ン グ法 で はSCOO762-R*の か わ りに

SCOO762-RH*(5'-CCGCATTGTGTGCATCCTTC-3',+70 to+51)を 用 い た。3CO4010の 転 写 は

SCO4010-F(5'-GGGGCTTCCGTGTTCGTGCGGAGGCGGAGG-3',-290 to－271、 た だ し3CO4010

の 転 写 開 始 点 は 決 定 し て い な い の で 、 開 始 コ ドン を+1と し て い る)とSCO4010-R*(5'-

CAGACGGAGGCGAGGGCGGCGGCGGACAGG-3',+80 to+61)の プ ライ マ ー の組 み 合 わせ を用

いて 作 製 した プ ロー ブ を用 い て検 出 した。

SCOO762遺 伝子破壊株 の作 製

薬剤 耐性遺伝子 の挿入 に よ り遺伝 子破 壊 を行 った。 図2.1.3a-5も 参照。 この遺伝子破 壊 によ

りSCOO762全144ア ミノ酸中、Met-1か らPhe-142に あたる塩基配列がカナマイシン耐性遺伝

子 に置換 され た。破壊 用プラス ミ ドの構築 について以下に記す。
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まず 、SCO0762上 流 お よび 下 流 それ ぞれ 約1kbのDNA断 片 をPCRに よ って 取得 した。 プ ラ

イ マ ーdSSI-RR(5'-CGCGGATCCAGAAGTAGTTGGCGGTGCCG-3'、 下 線 はBamHI制 限 酵 素 サ

イ トを 示 す)とdSSI-RF(5'-CCCAAGCTTTGTGTGCATCCTTCCGCTCG-3'、 下 線 はHindIII制

限 酵 素 サ イ トを示 す)を 用 いてS.coelicolor A3(2) M130の 染 色体 を鋳 型 と して行 っ たPCRに よ

りSCO0762の 上 流DNA配 列 を増幅 し、pUC19のBamHI-HindIIIサ イ トに ク ローニ ン グ した。

DNAシ ー ク エ ン スに よ りPCRエ ラー が ない こ とを確認 した。 同様 にSCO0762下 流DNA配 列

を プ ラ イ マ ーdSSI-LR(5'-CGGAATTCACGTTCTGAGGGACCGGGAC-3'、 下 線 はEcoRIの 制 限

酵 素 サ イ トを 示 す)とdSSI-LF(5'-GCTCTAGATCATGGTGCTACCGGGCGTC-3'、 下 線 はXbaI

の 制 限 酵 素 サ イ トを示 す)を 用 い てPCRに よ り増 幅 し、pUC19のEcoRI-XbaIサ イ トに ク ロー

ニ ン グ した。 上 流BamHI-HindII断 片 とTn5か らEcoRI-HindIIで 切 り出 した カナ マ イ シ ン耐

性 遺 伝 子 断 片 をっ な げpUCI9のBamHI-EcoRIサ イ トへ3断 片 ライ ゲ ー シ ョン を行 った 。 得 ら

れ た プ ラ ス ミ ドか ら上 流 配 列 とカ ナ マ イ シ ン耐性 遺伝 子 をつ な げ た 断 片 をEcoRI-Xbal(マ ル チ

ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト)で 切 り出 す こ と で得 、SCO0762の 下 流 配 列 を の せ た プ ラ ス ミ ドか ら

EcoRI-HindIII(マ ル チ ク ロー ニ ン グサ イ ト)で 切 り出 した断 片 とpUC19のXbaI-HindIIIサ イ ト

へ3断 片 ライ ゲ ー シ ョン し、破 壊 用プ ラス ミ ドと した。

この プ ラス ミ ドをE.coliJM11O株 に よ り大 量調 製 し、Dralで 切 断 して線 状 に した後 、0.1M

NaOHで ア ル カ リ変 性 一中和 を施 し、S.coelicolor A3(2)M130に 形 質転 換 した。 破 壊株 は染 色 体

を抽 出 して サ ザ ン ハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 うこ とで確 認 した。

SCO4010遺 伝子破壊株 の作製

SCO4010遺 伝 子 破 壊 に つ いて はイ ンフ レー ム 欠失 の方 法 を とった。図2.1.3a-6も 参 照。SCO4010

蛋 白 質 全155ア ミ ノ酸 中、Phe-2か らSer-155に あ た る塩 基 配 列 をPstIサ イ トに置 換 す る こ とに

よ り、 イ ン フ レー ムで 欠 失 させ た。 破 壊 用 プ ラス ミ ドの構 築 につ い て 以 下 に記 す。

SCO4010上 流 お よび 下 流 それ ぞ れ約1kbのDNA断 片 をPCRに よ って取 得 した。 プ ライ マー

d4010-RR(5'-CGCGGATCCGAAGCGCGACACCTCCGAAC-3'、 下 線 はBmHI制 限 酵 素 サ イ ト

を示 す)とd4010-RF(59-AAAACTGCAGCATGACCTGACCAACGCGCC-3'、 下 線 はPstIの 制 限

酵 素 サ イ トを 示す)を 用 い て 、S.coelioolor A3(2)M130の 染 色 体 を鋳 型 と して行 ったPCRに よ

りSCO4010の 上 流DNA配 列 を増 幅 し、pUC19のBamHI-PstIサ イ トに ク ロー一ニ ン グ した 。DNA

シ ー クエ ンス に よ りPCRエ ラ ー が ない こ とを確 認 した。 同様 にSCO4010下 流DNA配 列 をプ ラ

イ マ ーd4010-LR(5'-AAAACTGCAGTCGGGCCCGGACGGTCACCG-3'、 下 線 はPstIの 制 限 酵 素

サ イ トを示 す)とd4010,LF(5'-CCGGAATTCCCTCCTCGTGCTCCTCGACG-3'、 下 線 はEcoRI

の 制 限 酵 素 サ イ トを 示す)を 用 い てPCKに よ り増 幅 し、pUC19のEcoRI-PstIサ イ トに ク ロー

ニ ン グ した 。 この よ うに して 得 たSCO4010の 上 流BamHI-PstI断 片 と下流EcoRI-PstI断 片 を切

72



り出 し、EcoRI-BamHIで 処理 したpUCI9と3断 片 ライゲーシ ョンを行 った。得 られ たプラス

ミ ドのBamHIサ イ トにTn5か ら切 り出 したカナマイ シン耐性遺伝子を挿入す ることで破壊 用プ

ラス ミ ドとした。

これ をE.coliJMIIO株 よ り大量調製 し、アル カ リ変性 一中和 を施 してS.coelicolor A3(2) M130

に形 質転換す る ことで染色体 に組み 込み、ネオマイ シンで選択 後、組み換 えをサザ ンハイ ブ リ

ダイゼー シ ョンで確認 した。得 られ た株 を薬剤 な しの培地 で数 回 うえついだ後 、胞子 を回収 し

てま くこ とで シン グル コロニー を得 、薬剤感受性 になった株 の染色体 を用いてサ ザンハ イブ リ

ダイゼー シ ョンを行 い、プ ラス ミ ドが抜け落ちSCO4010欠 失株 となった ものを選択 ・取得 した。

プ ロテアーゼ活性測定

S1マ ッ ピン グ用RNA抽 出 の た め の培 養 と同様 、セ ロハ ンを ひ い たTSB固 体 培 地 で培 養 した。

培 地 か らの 蛋 白抽 出お よび プ ロテ ア ー ゼ 活 性 測 定 は 第2節 の トリプ シ ン活 性 測 定 と同様 に行 っ

た。た だ し、キモ トリプ シ ン活 性 測 定 につ い て は、キモ トリプ シ ンア ッセ イバ ッフ ァー(100mM

Tris-HCI(pH8.0),10mM CaC12)、 お よび基 質 と して30mM N-succinyl-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilide

(AAPF)を 用 い た 点 が異 な る。 活 性 の1ユ ニ ッ トは1分 間 に1 μmolのp-nitroanilideを 生 成 す

るの に 必 要 な酵 素 量 と した(Sarath et al., 1989)。
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2.1.3b S. griseusに お け るSSI遺 伝 子sgiAの 取 得 と解 析

2.1.3b-II結 果

S.griseusの ゲ ノ ムデ ー タベ ー ス を利 用し たSSIホ モ ロ グの探 索

SSIフ ァ ミ リー はStreptomycesに 広 く存 在す る プ ロテ アー ゼ 阻 害 蛋 白質 で あ る。しか しな が ら、

全 て のStreptomycesが 生 産 す る こ とが確 認 され た わ けで は ない 。 様 々 な放 線 菌 の培 養 上清 を 調

べ る と、プ ロテ アー ゼ 阻 害活 性 を持 つ もの も あれ ば持 た ない もの も あ った(Taguchi et al., 1993)。

S. griseusで も 株 に よつて 検 出 され る活 性 は 異 な つて い た。 さ らに 、SSIのDNAプ ロ ー ブ を用 い

た サ ザ ンハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンで は 、S. griseus2247株 の 染 色 体 とはハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン

が 見 られ なか つた(Kuramoto et al., 1996)。 ま た 実 際 、S. griseus IFO13350のSSI様 蛋 白質 を コー

ドす る遺 伝 子を ク ロー ニ ン グす るべ く、私 はSSIフ ァ ミ リー に保 存 され た 領域 のDNAプ ロ ー

ブ を用 いた サ ザ ンプ ロ ッテ ィン グ 、お よび縮 重 プ ラ イマ ー を用 い たPCRに よ る ク ロー ニ ン グを

試 み た が 、取 得 す る こ とは で き な か った。 この ため 、S. griseus IFO13350に はSSI様 蛋 白質 を コ

ー ドす る遺 伝 子 は 存 在 しな い と も考 え られ た。 しか し、SSI様 蛋 白質 保 存 され た 領 域 で は塩 基

配 列 レベ ル で の保 存 性 は 低 く、 ま た そ もそ もア ミ ノ酸 レベ ル で も保 存 され た領 域 は プ ロー ブ 設

計 に は 困難 な もの で あ っ た た め 、 「S. griseus IFO13350に はSSI様 蛋 白質 は ない 」 と言 い 切 る こ

とは で き なか った。

一 方
、S. griseus IFO13350の 全 ゲ ノ ム解 析 は 醗 酵 学研 究室 で進 め られ て 来 て お り、 ほ ぼ全 ての

ゲ ノム解 読 が終 了 し よ う と して い る。 こ こでSSI様 蛋 白質 を コー ドす る遺伝 子 の探 索 に ゲ ノ ム

情 報 を 用 い る こ とが で き る よ うにな つた 。 そ こで 、S. griseus IFO13350の ゲ ノ ムデ ー タベ ー ス を

用 い てSSI様 蛋 白質 の探 索 を行 った とこ ろ、S. albogriseolus S-3253のSSIと43%の 相 同性 を も

つ 蛋 白質 を コー ドす るORFを 見 いだ した 。 このORFに はsgiA(Streptomyoes griseus protease

inhibitor A)と 命 名 した。SSIとSgiAの ア ミ ノ酸 ア ライ ン メ ン トを 図2.1.3b-1に 示 す。SgiAは

構 造維 持 に必 要 と され る残 基 は全 て保 存 され て お り、SignalPプ ロ グ ラムお よびPSORTプ ロ グ

ラ ムで 解 析 を行 うとSSIと 同 じ位 置 で プ ロセ ッ シン グを受 け 、細 胞 外 に分 泌 され る 可能 性 が 高

い と予 想 され た 。 以 上 の こ とか ら、sgiAが コ ー ドす る蛋 白質 は細 胞 外 に分 泌 され てSSI様 の プ

ロテ アー ゼ 阻 害 活性 を発 揮 す る可 能 性 が非 常 に 高 い と考 え られ た。 ま た 、sgiA周 辺 の 遺 伝 子構

成 につ い て 図2.1.3b-2に 示 した。
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図2.1.3b-I S.griseusに お け るSSI様 蛋 白質 の ア ミノ酸 ア ライ ン メ ン ト

SSI(S.albogriseolus S-3253)とS.griseus IFOl3350ゲ ノ ム情 報 か ら見 い だ され たSSI様 蛋 白

質sgiAの ア ミノ酸配列を比較 した。●はC末 端との塩橋形成による構造維持に必要とされ

るアル ギニ ン残基 を示す。 ★は ジスル フィ ド結合 によ り構造 を雑持す るのに必要 な シスデイ

ン残基 を示す。SSIの 成熟型(mature)配 列のN末 端は 矢印 で示 した。 ▼で反応 部位 を示 し

た.反 応 部位 周 辺 の ア ミノ酸 配 列 に は多 様 性 が あ る(Taguchi，1995b)。Signal Pプ ロ グラ ムに

よ り予測 されたpie-proo配 列の境界 を▼で示 した(SSIとSgiAの 境界は同 じ位置である)。

図2.1.3b-2 sgiA周 辺 の遺伝 子構成

周 辺の遣伝 子の位 置 と方向を矢印 で示 した。周辺のORFが コー ドす る蛋 白質 のホモ ロジー

は. oifA:ABC tansporter, orfB:possible-binding-protein dependent transport lipop otein, orfl:

putative export prraein, orf2:ribosomal proltin, orf3:hypothetical protein である。

sgiAはAdoA依 存的な転写を示す

ゲノム情 報か らsgiAと い うSSI様 プロテアーゼ阻害環白質 をコー ドず るORFは 見いだ した

ものの、情報は塩器配列 のみであ りた。 こ こで 「1.実際に発現 して いるの か?」 「2.発現 した蛋

白質 は プロヂ アーゼ 阻害活 性 を持 つのか?」 といった、実際 に生体 内 では たらくための 条件を

満 たさなければ ゲ ノムに遺伝 子を見いだ しても意味 はな い.そ こで まず転写 を調 べるこ とによ

りて実際 に発現 しているか ど うかを調べ ることに した。sgmAやsprT、sprUの 転写を調ベた と

きと同様 、YMPD固 体培地 で培養 した野生株か らRNAを 柚出 し、SIマ ッビング法に よりsgiA

の転 写を調べた(図2.1.3b-3)。 その結果、sgiAは 培 養を通 じて非常 に強い転写 を示 しているこ
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とが明 らか とな った。 さらに、発現 制御におけ るA-フ ァクター カスケー ドとsgiAと の関係 に

も興味 が持たれ たの で、△adpA株 につ いて もsgiAの 転 写を調べ た。 驚 くべさことに△adpA株 で

はsgiAの 転写が消失 してお り、AdpAは 分泌 プ ロテー ゼのみな らずプ ロテアーゼ阻 害蛋 白質を

コー ドする遺伝 子の転写 をも制御 している、 とい うことが明 らかに な った。

図2.1.3b-3 S1マ ッ ピ ン グ法 に よるsgiAの 転 写 解 析

YMPD固 体培地において野生株(wt)お よびadpA遺 伝 子破壊 株(△adpA)を28℃ で培養 し

た。24, 48, 72時 間で 菌体を回収 し、RNAを 柚 出、それぞれ の遺伝子の転写量 を比較 した。hvdB

は恒 常的 に発現す るシ グマ因子 でRNA量 の コン トロールで ある。SM: 基底 菌系、AM: 気

中菌系、SP: 胞 子、を表す。

さらに、 高解 像度 のS1マ ッピン グ法 を行 うことに よってsglAの 転写開 始点 を決 定 した(図

2.1.3b-4)。 転写開始点は開始 コ ドンの33bp上 流 に位置 してお り、プ ロモー ターは17bpの スペ

ーサーを もつ主要 シグマ因 子で認識 される と考 えられ る配列であ った。
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図2.1.3b-4 高解像度S1マ ッピング法に よるsgiAの 転写開 始点決定

下にプ ロモー ター周辺の塩基配 列 を示 した。転写 開始点を+1と し、-10お よび-35配 列、翻

訳され たN末 端配列 、およびAdpA結 合部位 と考えられる配列(後 述)を 示 した。AdpA結

合配列 と考え られ る部位 は2力 所(site A、site B)が あ り、矢印 で結合 コンセ ンサ ス配列 を

示 した。
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AdpAはsgiA上 流に結合す る

sgiAがAdpA依 存 的 な 転 写 を 示 した こ とか ら、AdpAに よ っ て直 接 的 に転 写 活性 化 を 受 け る

の か 、間 接 的 に 転 写活 性 化 を受 け る のか 、 に つ い て興 味 が持 た れ た。 そ こでAdpAがsgiA上 流

に 結 合 す る か ど うか を、 ゲル シ フ トア ッセ イ に よ り調 べ た。 直接 転 写 活 性 化 を受 け る の で あれ

ば遺 伝 子 上 流 に 結合 す るは ず で あ る。probe S1(-343～+104、 転 写 開始 点 を+1と す る)、probe S2

(+58～+484)、probe S3(-683～-299)、probe S4(-43～+104)、probe S5(-183～+104)、probe S6

(-340～-H1)、probe S7(-543～-258)、probe S8(-683～-404)を 作 製 し、AdpAと の 結 合 を

調 べ る と、probe S1、probe S3、probe S5、probe S7に 結 合 が見 られ た(図2.1.3b-5)。 結 合 が 見

られ な か った プ ロー ブ との 比較 か ら、AdpAは-404～-340の 領 域(site Bと す る)、 お よび-111

～-43の 領 域(siteAと す る)の2カ 所 に結合 す る と推 測 され た。 この領 域 に つ いて 図2.1.3b-4

に も 示 して い るが 、 この 領 域 の 中 に はAdpA結 合 コ ンセ ンサ ス配 列 と相 同 な 配 列 が 見 い だ され

て い る こ とか ら もsite A、site BはAdp A結 合 部 位 で あ る と考 え られ る。 この こ とか ら、sgiAは

AdpAが 遺 伝 子 上 流 に結 合 す る こ とに よ って 直接 転 写活 性 化 され る可 能性 が高 くな った。

一方で、sgiAの 上流には逆 向きのorfAが 存在す る。AdpAは 遺伝 子上流 に結合す るこ とによ

って標 的遺伝子の転写活性化 を行 うことか ら、特 にsiteBへ のAdpA結 合はorfAの 転写活性化

に関与 している可能性 も十分 に考 え られ る。そ こで、S1マ ッピング法に よってsgiAの 転写 を

調べた際 と同様 に してorfAの 転 写 も調べ た。 しか し orfAの 転 写は検 出す るこ とがで きず、検

出のプ ロー ブを変 える、多量のRNAを 用い る等の工夫 を しても検出す ることはできなかった。

このた め、AdpA結 合のorfAへ の関与は完全に否 定はできないものの、そ もそ も転 写が見 られ

ない ことか ら関与の可能性 は低いのではないか と考 えている。
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図2.1.3b-5 ゲ ル シフ トア ッセ イ に よ るsgiA上 流 へのAdpA箱 舎 解 析

ブ ロ ー ブ の 位 置 に つ い て は 、probe S1(-343～+104、 転 写 開 始 点 を+1と す る)、probe S2(+58

～+484) 、Probe S3(-683～-299)、probe S4(-43～+104)、probe S5(-183～+104)、probe S6

(-340～-111)、Probe S7(-543～-258)、Probe S8(-683～-404)。 加 え たAdpAの 量 は 、 レ

ー ン1: Oμg
、lane 2: 0.2μg、lane 3: 0.4μg、lane 4: 0.8μgで あ る,結 合 が 見 ら れ た ブ ロ ー

ブ は 赤 色 で 示 し た.
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sgiA遺 伝 子破 壊 株 の 作製

以上の よ うに、sgiAはAdpAが 関 与 して転写活性 化 され る ことで発現 してい ることが 明らか

となった が、SgiAは 実際に プ ロテアーゼ阻害活性 を持 ってい るのか、そ して最 も興味を持 って

いる生理的機能は何か、を調べる必要がある。 これらを同時に調べるために、遺伝子破壊株を

作製 しその形質を調べることに した。sgiAの 遺伝子破壊は薬剣耐性遺伝子で置換することによ

り行った(図2.1.3b-6)。

図2.1.3b-6 sgiA遺 伝 子破壊株の作製

(A)sgiA遺 伝 子破 壊の スキーム。制限酵素サイ トは 、E，EeoRl;H,Hindlll;P，Pvull;Pm. pmaCl:

S.Smal で示 した。(B)サ ザ ンプ ロッテ ィングに よる遺伝 子破壊 の確認。 EcoRl-Pvull で制限

酵素処理 した染色体に対 して sgiA ブ ロー ブ 、aphll プローブを用いてサザンハイプリダイゼ

ー シ ョンを行 った。
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まず、野生株 と△sgiA株 のプロテ アーゼ活性 を比較す ることによ りsgiAが プロヂアーゼ活性

阻害 を担 ってい るか どうか を調べた。 スキム ミル クを添加 した培地 でそれぞれ の株を培養 し、

スキム ミル クの分解 をプロテ アーゼ活性 と して検 出 した(図2.L3b-7)。 モの結 果、野生株 と△sgiA

株 では スキ ム ミル タの 分解 によ るハ ロの大 きさに に小 さい なが ら差が見 られた。S.coelicolor

A3(2)の 場 合は 長 く培 養 を続 けて も親株 と△SCO0762の まわ りのハ ロの 大 きさの 差は 顕著 であ

ったが、これ とは異な り、S.griseusで は スキム ミル クの分解に 差がみ られ るのは培 養48時 間

程度 までであ り、そ の後は野生株 も大 量に スキム ミル クを分解 して大 きなハ ロがみ られ た。以

上か ら、S.coelicolor A3(2)と はプ ロテアー ゼ活性に対す る寄与の 程度は異 なるものの、SgiAは

SS1 様 プロテ アーゼ阻 害蛋白質 としての活性 を持 ってい る と言って よいと考 え られ る(そ の後

の解析 で合成基質を用いた測定ではSgiAの 明 らかな阻害活性 を見いだ してい る、討諭参照)。

また、sgiA遣 伝 子破壌 の相 補 は低 コピーベ クター を用い て行 った ものの 、S．coelicolor A3(2)

の場合 と同様に うまく機能 しなかった(data not shown)。 プ ラス ミド上では発現 しにくい のか、

わずかな コピー数の違いが分泌に影響 してい るのか 、原因は不明 である。

形態分化については野生株と△sgiA株 を様々な培養条件について比較 しているが、今の とこ

ろ差が見 られない。 また、ス トレブ トマイシン生産や黄色色素生産 といった二次代謝には影響

がないことは確認 している。

図 2.1.3b-7 sgiA遺 伝 子破壌株のプ ロテアーゼ ア ツセイ

野生株 と△sgiA 株 を、スキム ミル クを0.7%添 加 したBennell培 地で28℃ 、48時 間培養 し撮

影 した。 プロチアーゼ活性 をスキム ミル クの分解 によりで きるハ ロによって検 出 した。
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2.1.3b-III討 論

以上 の よ うに 、S.griseusIFO13350に もSSI様 プ ロテ アー ゼ 阻害 蛋 白質 を コー ドす る遺伝 子sgiA

が あ る こ とを発 見 し、解 析 を行 つ た。SSIフ ァ ミ リー蛋 白質 は多 数 のStreptomycesか ら 見つ か つ

て い る一 方 で、SSIフ ァ ミ リー 蛋 白質 を持 っ てい るか 否 か 不 明 な もの もあ る。S.griseusに お い

て は ゲ ノ ム解 析 の進 行 がSSIフ ァ ミ リー 蛋 白質 の 同 定 の助 け とな つ た。 様 々 な生 物 種 の ゲ ノム

解 析 が 進 行 して い る今 、Streptomycesも 例 外 で な く徐 々 に そ の ゲ ノ ム情 報 量 は増 加 して い る。

ゲ ノ ム解 析 の進 行 に よ つ て他 のStreptomycesで も さ らにSSIフ ァ ミ リー 蛋 白質 を コー ドす る遺

伝 子 は 見 い だ され て く るで あ ろ う。

sgiAに つ いては本研 究の解 析では まだ途 中段階 であ り、現在 は醗 酵学研 究室の平野に よって

解 析が続 けられている。

本研 究 の 解 析 で は 、sgiAが 実 際 に発 現 して プ ロテ ア ー ゼ 活性 の 調 節 を行 つて い る こ と を明 ら

か に し、 さ らにsgiAはAdpA依 存 的 な転 写 を示 しかつ 遺 伝 子 上流 にAdpAが 結 合す る こ とも明

らか に した。AdpA結 合 位 置 は2カ 所 で あ る こ とが わ か つ たが 、 特 にsiteAはsgiAプ ロ モ ー タ

ー の す ぐ上 流 に位 置 す る。sgmA以 後 、現 在 ま で にAdpAが 結 合す る こ とで 直接 転 写 が活性 化 さ

れ る こ と を証 明 され た 標 的 遺 伝 子(sgmA、sprT、sprU、strR、sprA、sprB、sprD、ssgA、amfR)

は 、い ず れ もそ のプ ロモ ー ター のす ぐ上 流 にAdpA結 合 部位 を持 つ(本 研 究お よび 、Tomono et al.,

2005a;Tomono et al., 2005b;Yamazaki et al., 2003a;Yamazaki et al., 2003b)。 そ してAdpA結 合 部位

を 複 数 持 つ 場 合 で もプ ロモ ー ター の す ぐ上 流 の結 合 部位 は 転 写 活 性 化 に必 須 で あ る こ とが 証 明

され て い る。 した が つ て、siteAへ のAdpA結 合 がsgiAの 直 接 的 な転 写活性 化 を担 って い る 可

能 性 が 高 い。

しか しなが ら、SCO0762の 場合 もそ うであったが、sgiAは 非常 に強い転写を示す。 一般 的な

プ ロモー ター配列 を持 ちなが らAdpAに よる転写活性 化が異常に強い とい うのは他 の標 的遺伝

子 では見 られない例 であ り、その メカニズムには興味が持たれ る。SCO0762もS.coelioolor A3(2)

にお けるAdpAホ モ ログ、AdpAc/BldHに よって転写制御 を受 ける ことが示 され(Kim et al.,

2005)、 その メカニズムも共通であることが 予想 され る。

SgiAの プ ロテ アーゼ阻害活性 につい ては、 スキム ミル クプ レー トを用 いたア ッセイ において

遺伝子破壊株 の野生株 との比較で調べたが、その活性 は小 さなもので あった。S.griseusは 多量

の分泌 プ ロテアーゼ を生産 す るこ とで知 られ てお り、強す ぎるプ ロテアーゼ活性が この系 での

検 出を難 しく してい るのか も しれ ない。 一方、醗酵学研究 室のその後の解 析で合成基質 を用 い

たプロテアーゼ活性測定 も行 つてい るが、ここでは より明白な差を検 出す ることができてい る。

また、大腸菌で発現 ・精製 したSgiAを 用いてin vitroで もプ ロテアーゼ阻害活性 を調べてい る

が、 こち らも阻害活性 を検出 している。以上か らも、SgiAはSSIフ ァミリーの1つ と言 うこと
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ができるだ ろ う。

sgiAの 生理 的機 能について もさ らに様 々な条件で、また大腸菌で発現精製 したSgiAも 利 用

しなが ら解析 が続 け られ てい る。 現在 の ところ、期 待 していた形態分化へ の寄与について明 ら

か な結果 は得 られ ていない ものの、分泌 プ ロテアーゼの発 現 を制御 してい るAdpAに よ り同 じ

く制御を受 けているプ ロテ アーゼ阻害 蛋白質のその生理的意義 は、非常に興味深い。

83



2.1.3b-IV材 料 と方 法

以下 、特に記載 のない ものは これ まで述 べた実験 と同様 の材料 ・方法で ある。以下の記述 で

名前 のみ記 したプライマーの位置、配列等については表2.L3b-1に ま とめた。

S1マ ッ ピ ン グ法 に よるsgiAの 転写解 析

RNA抽 出 法 、 お よ びS1マ ッ ピ ン グ法 は 前 章 ま で と同 じ方 法 で あ る。hrdBの 転 写 は5'-

TCGATGAGCGCCATCACAGACTCG-3' (+193to+170)と5'-

TCGGCCCATTTCGTCACGTATGAG-3'* (-121to-98)の 組 み合 わせ(*の プ ライ マー を32Pラ ベ

ル した)、sgiAの 転写はsgiA-F8とsgiA-R7*の プライマーの組み合わせ によ り作製 した。 高解像

度のS1マ ッピング法による転写開始点決定で も同 じプライマーの組み合わせ を用いた。

ゲルシ フ トア ッセ イ法 に よ るsgiA上 流 へ のAdpA結 合解析

AdpAの 調製 方法、 プローブの作製 方法、 反応 条件な どは前 章まで と同様で ある。 プ ローブ

作製に用 いたプ ライマーの組み合 わせ について記述す る。

probe S1:sgiA-Fl+sgiA-Rl,probe S2:sgiA-F2+sgiA-R2,probe S3:sgiA-Fs+sgiA-Rs,probe S4:

sgiA-F7+sgiA-Rl、Probe S5:sgiA-F6+sgiA-Rl、Probe S6:sgiA-F4+sgiA-R5、Probe S7:sgiA-

F5+sgiA-R6、probeS8:sgiA-Fs+sgiA-R4

sgiA遺 伝子破壊株 の 作製

薬剤耐 性遺伝 子を挿入す ることによってsgiAを 破壊 した。図2.1.3b-6も 参照。SgiA全147ア

ミノ酸中、Arg-2か らAla-143に あた る塩基配列をカナマイ シン耐性遺伝子で置換 した。破壊用

プラス ミ ドの構築 について以下に記す。

sgiA の上流および下流それぞれ約1.9kbをPCRに よ り取得 した。 S. griseusIFO13350 の染色

体 を鋳型 としてプライマー dgSSI-RF(5'-CCCAAGCTTCATGGGTGAGGCTCCTTGGTC-3', 下

線 はHindIIIサ イ トを示 す)とdgSSI-RR (5'-CTTGCCGATGAGTTCGACGG-s'3') を用いて sgiA

上流をPCRに よ り増幅 し、得られた断片を HindIII-Sall でpUC19に ク ロー ニ ング した。 DNA

シー クエンスによ りPCRエ ラーがないこ とを確認 した。 同様に下流配列をプライマ dgSSI-LF

(5'-CCGGAATTCGACCATGGACCCATGGGCAGAGAATCCCCC-3', 下線 はEcoRIサ イ トを示

す)とdgSSI-LR (5'-CCCAAGCTT CACGTGGTGTTCGCCTTCTGACCCACCGGGGCG CG-3'、

下 線 は 順 にHindIII、PmaCIサ イ トを示 す)を 用 い て増 幅 し、EcoRI-HindIIIでpUC19に ク ロー

ニ ン グ した。 以 上 に よ り得 た 、 下 流 配 列 を ク ロー ニ ン グ した プ ラ ス ミ ドか ら下 流 配 列 をEcoRI-

PmaCI断 片 と して切 り出 し、Tn5か らSmaI-HindIIIで 切 り出 した カ ナ マ イ シ ン耐 性 遺伝 子 を含

84



む 断 片 とつ な い だ形 で3断 片 ライ ゲ ー シ ョンに よ りpUC19のEcoRI-HindIIIサ イ トに ク ロー 二

ン グ した 。 さ ら に この プ ラス ミ ドか らEcoRI-HindIIIと し て切 り出 した 断 片 と、 上流 配 列 を ク ロ

ー ニング したプ ラス ミ ドか らHindIII-XbaIと して切 り出 した上流配列断片をつ ないだ形で3断

片 ライ ゲー シ ョン に よ りpUC19のEcoRI-XbaIサ イ トに ク ロー ニ ン グ し、破 壊 用 プ ラ ス ミ ドを

完 成 させ た。 この プ ラス ミ ドをE. coli JM110株 に よ り大 量調 製 し、DraIで 切 断 して線 状 に した

後 、0.1M NaOHで ア ル カ リ変性-中 和 を施 し、S. griseus IFO13350に 形 質 転 換 した。 破壊 株 は

染色体を抽 出 してサザンハイブ リダイゼー シ ョンを行 うことで確認 した。

表2.1.3b-1使 用 した プ ライ マ ー
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